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Витебский государственный медицинский университет
Разработана денситометрическая методика определения флавоноидов в таблет-
ках, содержащих рутин, с использованием ацетата свинца в качестве проявляющего 
реактива, а также офисного сканера и компьютера с программой обработки изобра-
жений Imagej. Методика может использоваться для стандартизации лекарственных 
средств, содержащих флавоноиды, наравне со спектрофотометрической. Определение 
дополнительных показателей качества (текстуры поверхности таблеток и их цвета) 
позволяет быстро различать таблетки одинакового состава разных производителей и 
выявлять фальсифицированную продукцию без химического анализа.
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ВВЕДЕНИЕ
На фармацевтическом рынке Республи-
ки Беларусь часто присутствуют таблетки 
разных производителей, содержащие оди-
наковое количество действующих веществ, 
но различающиеся по содержанию вспомо-
гательных веществ и особенностям техно-
логического процесса, и, следовательно, по 
биодоступности фармакологически актив-
ной субстанции. Биоэквивалентные иссле-
дования проводятся при регистрации каж-
дого генерического лекарственного средства 
(ЛС), поэтому путем сравнения результатов 
этих испытаний можно определить произво-
дителя ЛС с наивысшей биодоступностью. 
Однако, с помощью химического анализа 
лекарственных средств с одинаковым содер-
жанием действующего вещества установить 
производителя не всегда возможно, а значит, 
проблематично выявлять фальсифицирован-
ную продукцию.
В связи с этим разработка экспрессных 
методов анализа таблеток, позволяющих 
улавливать и идентифицировать тонкие осо-
бенности их производства, является весьма 
актуальной в условиях вероятной фальси-
фикации дорогостоящих лекарственных 
средств. К числу таких методов можно от-
нести цветометрический и денситометриче-
ский анализ. В основе этих методов лежит 
компьютерная обработка цветного изобра-
жения, полученного методом сканирования, 
позволяющая объективно оценивать малей-
шие нюансы оттенков цвета и характера по-
верхностей изучаемых образцов.
Обычно денситометрию используют в ка-
честве экспрессного метода количественного 
определения биологически активных веществ 
в лекарственных средствах, причем в послед-
нее время для этого успешно используются не 
только денситометры, но и обычная офисная 
техника – планшетные сканеры, а также ком-
пьютерные программы анализа изображений. 
В последние годы ведущие фирмы, производи-
тели оборудования для хроматографии, начали 
выпускать, помимо денситометров, и сканеры, 
позволяющие осуществить захват изображения, 
как в видимом, так и УФ-свете (Camag). Подоб-
ные методики были успешно разработаны для 
определения суммы фенольных соединений в 
корневищах с корнями сабельника болотного (с 
реактивом Брендта) и для определения суммы 
алкалоидов в листьях маклейи сердцевидной (с 
реактивом Драгендорфа) [1-3]. 
Целью настоящего исследования явля-
ется разработка денситометрической и цве-
тометрической методик для сравнительной 
характеристики таблеток различных произ-
водителей, содержащих рутин.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Использовали таблетки «Аскорутин» про-
изводства ОАО «Киевский витаминный завод» 
серии 380610 (срок годности до 07.2014), 1 та-
блетка содержит кислоты аскорбиновой 0,05 г, 
рутина 0,05 г, (вспомогательные вещества: са-
хар, крахмал картофельный, кальция стеарат, 
тальк); таблетки «Рутаскорбин» производства 
«Белмедпрепараты» состава: кислоты аскор-
биновой 0,05 г; рутина 0,05 г (вспомогатель-
ные вещества: сахар, крахмал картофельный, 
кальция стеарат, тальк). В качестве стандарт-
ного образца использовался рутин. В качестве 
проявляющего реактива для определения фла-
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воноидов нами использован насыщенный во-
дный раствор основного ацетата свинца, кото-
рый дает с рутином осадок интенсивно желто-
го цвета.
По 10 таблеток каждого производителя 
сканировали (сканер EPSON Perfection 1270 в 
режиме:RGB, 24 бит, 300dpi), полученные изо-
бражения обрабатывали с помощью програм-
мы Imagej ver. 1.41 h (http:/rsbweb.nih.gov). Для 
каждой таблетки определяли среднее значение 
светлоты по каждому R, G и B каналам, также 
значения параметров текстуры – AngSecMom, 
Contrast, InvDiffMom, Entrop [4-8]. Получен-
ные данные обрабатывали статистически, ис-
пользуя программу PAST 2.07.
Затем каждую таблетку взвешивали, из-
мельчали в ступке, порошок количественно 
переносили в мерную колбу вместимостью 
100,0 мл с помощью 70% этанола и доводили 
этим же растворителем до метки. Содержимое 
колб тщательно перемешивали и оставляли на 
сутки для отстаивания, поскольку вспомога-
тельные вещества (стеарат кальция, тальк) не 
растворяются в водном этаноле. Количествен-
ное содержание рутина в полученном растворе 
определяли спектрофотометрическим и ден-
ситометрическим способами.
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для доказательства линейности зависимо-
сти цветометрических характеристик пятен от 
количества рутина в пятне, а также для изуче-
ния стабильности окраски полученных пятен 
были приготовлены растворы из стандартного 
образца рутина в этаноле в концентрациях 200, 
400, 600, 800 и 1000 мкг/мл. Полученные рас-
творы наносили по 5 мкл с помощью микропи-
петки на хроматографическую бумагу в виде 
полосок длиной около 3 см и шириной до 5 
мм, а затем высушивали. В одном пятне, таким 
образом, содержалось 1, 2, 3, 4 и 5 мкг рутина, 
соответственно.
Проявление проводили путем погруже-
ния бумаги с нанесенными пятнами в насы-
щенный раствор основного ацетата свинца 
на несколько секунд. Окраска пятен рутина 
становилась интенсивно желтой. Непосред-
ственно после извлечения бумаги из рас-
твора ее помещали между двумя стеклами 
и производили сканирование полученного 
изображения. 
Полученное цифровое изображение обра-
батывали с помощью компьютерной програм-
мы Imagej ver. 1.41 h. В результате получена 
денситограмма, приведенная на рисунке 1.
Для изучения стабильности окраски пя-
тен во времени сканирование повторяли че-
рез каждые 10 минут в течение 1 часа. Дина-
мика изменений отражающей способности 
пятен с различным содержанием рутина (в 
пикселах) в зависимости от времени (в ми-
нутах) приведена на рисунке 2. Цветометри-
ческие характеристики пятен изменялись в 
течение этого времени незначительно, но в 
качестве оптимального времени взаимодей-
ствия рутина с ацетатом свинца нами избран 
20 минутный промежуток между проявлени-
ем и сканированием.
По результатам регрессионного анализа 
денситограммы, полученной через 20 минут 
после проявления, установили линейную за-
висимость отражающей способности про-
дукта реакции рутина с основным ацетатом 
свинца от концентрации в диапазоне 1-5 мкг 
в пятне (рис. 3.). Уравнение градуировочно-
го графика имело вид Y = a + bX = 0,0049 
+3204,67 X (R2 = 0,99). Но, в связи с раз-
Рисунок 1 – Денситограмма стандартного образца рутина, нанесенного в 
концентрациях от 200 до 1000 мкг/мл
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Рисунок 2 – Динамика отражающей способности пятен с различным содержанием рутина 
(от 1 до 5 мкг в пятне) после проявления основным ацетатом свинца
Примечание: Х – содержание рутина, мкг в пятне; Y – площадь пика соответствующего 
пятна на денситограмме, пикселы.
Рисунок 3 – Градуировочный график зависимости площади пятна на денситограмме от 
количества рутина
ными характеристиками сканеров и хрома-
тографической бумаги, рекомендуется при 
каждом количественном определении ис-
пользовать внешний стандарт.
Метрологические характеристики мето-
дики устанавливали путем статистической 
обработки результатов анализа раствора ру-
тина в 70% этаноле в концентрации 496 мкг/
мл (точную навеску 0,0496 г ГСО рутина, 
предварительно высушенного при темпера-
туре 130-135оС в течение 3 часов, раствори-
ли приблизительно в 80 мл 70% этанола при 
нагревании на водяной бане, затем объем 
раствора довели этим же этанолом до 100,0 
мл в мерной колбе). 
По 5 мкл раствора стандартного образца 
рутина наносили на лист хроматографиче-
ской бумаги FN-15 размером 7×15 см в виде 
полосок 5×30 мм в 10 повторностях, прояв-
ляли путем погружения в насыщенный рас-
твор основного ацетата свинца, помещали 
между двумя стеклами и сканировали через 
20 минут после обработки реактивом. Опре-
деляли площадь пиков на денситограмме, 
как было описано выше. Результаты пред-
ставлены в таблице 1 (первая строка).
Для сравнения использовали спектрофо-
тометрический метод с добавлением алюми-
ния хлорида в качестве комплексообразую-
щего реагента (к 0,1 мл раствора стандарт-
ного образца рутина прибавляли 0,1 мл 2% 
раствора алюминия хлорида в этаноле и 2,8 
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Таблица 1 – Сравнительная метрологическая оценка двух методик анализа
№ µ ν x s2 s P t (95, 9) Δx ε tвыч F(99; 9,9) Fвыч
1 4,96 9 4,94 0,03 0,18
95
2,26 0,02 1,16 0,41
5,35 3,47
2 4,96 9 4,93 0,01 0,10 0,03 0,63 1,12
мл 70% этанола; через 30 минут измеряли 
оптическую плотность полученного раство-
ра на СФ-26 при длине волны 410 нм в кюве-
те с толщиной слоя 10 мм, используя в каче-
стве раствора сравнения 70% этанол). 
Таким образом, результаты, полученные 
при использовании денситометрической 
методики, не отягощены систематической 
ошибкой, обладали достаточной сходимо-
стью (Sr =0,037), линейностью в диапазоне 
1-5 мкг в пробе.
С помощью разработанной методики 
были проанализированы таблетки «Аскору-
тин» и «Рутаскорбин».
Растворы, полученные при растворении 
таблеток, анализировали аналогично выше-
описанному, используя в качестве внешнего 
стандарта раствор рутина 496 мкг/мл. Каждый 
анализируемый и стандартный растворы нано-
сили на бумагу в трех повторностях. Содержа-
ние рутина в мг определяли по формуле:
Х = m1 × S2 /S1, где  
m1 –  количество рутина в 100 мл раство-
ра внешнего стандарта; 
S1 – средняя площадь пиков рутина;
S2 – средняя площадь пиков определяе-
мого вещества.
В тех же растворах было определено 
содержание рутина и спектрофотометриче-
ским способом. Результаты представлены в 
таблице 2.
Таблица 2 – Результаты анализа таблеток «Аскорутин» и «Рутаскорбин»
Рутаскорбин
Масса 
таблетки
Отклонение от 
средней массы 
таблетки
Количественное содержание рутина в таблетке, определенное
спектрофотометрически денситометрически
г % г г % г г %
1 0,3185 -0,0122 -3,69 0,0545 0,0045 8,93 0,0558 0,0058 11,52
2 0,3292 -0,0015 -0,45 0,0506 0,0006 1,23 0,0475 -0,0025 -5,10
3 0,3322 0,0015 0,45 0,0492 -0,0008 -1,53 0,0528 0,0028 5,58
4 0,3366 0,0059 1,78 0,0451 -0,0049 -9,83 0,0444 -0,0056 -11,14
5 0,3348 0,0041 1,24 0,0498 -0,0002 -0,47 0,0439 -0,0061 -12,29
6 0,3324 0,0017 0,51 0,0481 -0,0019 -3,84 0,0494 -0,0006 -1,13
7 0,3259 -0,0048 -1,45 0,0510 0,0010 2,04 0,0565 0,0065 12,90
8 0,3346 0,0039 1,18 0,0480 -0,0020 -3,95 0,0534 0,0034 6,70
9 0,3304 -0,0003 -0,09 0,0456 -0,0044 -8,88 0,0432 -0,0068 -13,63
10 0,3326 0,0019 0,57 0,0539 0,0039 7,79 0,0555 0,0055 11,04
среднее 0,33072 0,0496 -0,85 0,0502 0,0002 0,45
Аскорутин
Масса 
таблетки
Отклонение от 
средней массы 
таблетки
Количественное содержание рутина в таблетке, определенное
спектрофотометрически денситометрически
г % г г % г г %
1 0,3249 -0,00828 -2,49 0,0510 0,0010 2,03 0,0559 0,0059 11,72
2 0,331 -0,00218 -0,65 0,0470 -0,0030 -5,92 0,0536 0,0036 7,17
3 0,3233 -0,00988 -2,97 0,0514 0,0014 2,71 0,0557 0,0057 11,50
4 0,3421 0,00892 2,68 0,0521 0,0021 4,15 0,0568 0,0068 13,65
5 0,3377 0,00452 1,36 0,0569 0,0069 13,80 0,0557 0,0057 11,43
6 0,3254 -0,00778 -2,34 0,0526 0,0026 5,28 0,0532 0,0032 6,43
7 0,3453 0,01212 3,64 0,0433 -0,0067 -13,44 0,0456 -0,0044 -8,80
8 0,332 -0,00118 -0,35 0,0441 -0,0059 -11,87 0,0456 -0,0044 -8,71
9 0,3399 0,00672 2,02 0,0491 -0,0009 -1,90 0,0515 0,0015 2,91
10 0,3302 -0,00298 -0,89 0,0507 0,0007 1,34 0,0535 0,0035 7,01
среднее 0,33318 0,0498 -0,38 0,0527 5,43
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Таблица 3 – Параметры текстуры и цветовые характеристики таблеток 
«Аскорутин» и «Рутаскорбин»
Аскорутин
Параметры текстуры Цветовые характеристики
N AngSecMom Contrast Correl InvDiffMom Entrop R G B
1 0,01 13,56 0,01 0,37 5,61 233,22 228,34 191,35
2 0,01 11,34 0,01 0,39 5,55 232,97 227,8 189,62
3 0,01 12,51 0,01 0,4 5,58 232,64 227,48 189,54
4 0,01 19 0,01 0,39 5,55 234,24 229,84 191,44
5 0,01 15,18 0,01 0,4 5,49 233,77 229,58 191,49
6 0,01 17,55 0,01 0,39 5,55 231,96 227,32 190,42
7 0,01 8,97 0,01 0,4 5,53 230,46 226,04 191,06
8 0,01 9,39 0,01 0,4 5,46 232,04 227,65 190,6
9 0,01 13,12 0,01 0,37 5,59 231,07 226,82 193,64
10 0,01 10,09 0,01 0,37 5,61 229,04 224,57 188,68
Рутаскорбин
Параметры текстуры Цветовые характеристики
N AngSecMom Contrast Correl InvDiffMom Entrop R G B
1 0,02 20,64 0,01 0,54 4,55 218,89 213,18 153,87
2 0,02 14,06 0,02 0,53 4,56 219,76 214,2 159,65
3 0,02 6,07 0,02 0,51 4,72 219,97 214,88 160,24
4 0,02 6,76 0,02 0,52 4,74 217,54 211,85 153,55
5 0,02 14,83 0,02 0,5 4,71 217,11 211,23 152,94
6 0,02 21,45 0,01 0,49 4,74 216,19 211,55 155,26
7 0,02 15,16 0,02 0,51 4,68 213,37 209,1 153,97
8 0,02 8,77 0,01 0,54 4,57 216,27 212,89 156,88
9 0,02 5,4 0,02 0,52 4,58 212,97 208,43 153,06
10 0,02 5,65 0,02 0,52 4,66 215,84 212,65 157,83
Таблетки соответствовали требованиям 
Государственной фармакопеи Республики Бе-
ларусь [9] по отклонению в массе отдельных 
таблеток (не более 5% от средней массы табле-
ток) и по однородности дозирования (не бо-
лее 15% от среднего содержания). Результаты 
количественного определения рутина обоими 
способами вполне сопоставимы и достоверно 
не различались (Fвыч ≤ Fтабл).
Данные, полученные при определении 
цветовых характеристик [10-11] и параме-
тров текстуры [5-8] таблеток, приведены в 
Рисунок 4 – Текстура поверхности таблеток «Аскорутин» (слева) и «Рутаскорбин» (справа)
таблице 3 и на рисунке 4.
Для свертывания многомерных данных 
был применен метод главных компонент 
[11]. Полученные данные представлены на 
рисунке 5.
Из приведенных на рисунке 5 данных 
следовало, что таблетки различных произ-
водителей с одинаковым количеством дей-
ствующих веществ и одинаковым составом 
вспомогательных веществ, но с различной 
технологией, легко различаются по тексту-
ре и цветовым параметрам. Кроме того, из 
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Текстура Цвет
Рисунок 5 – Результаты анализа методом главных компонент 
по параметрам текстуры и цвета
Рутин спектрофотометрически Рутин денситометрически
Рисунок 6 – Результаты анализа методом главных компонент по массе таблетки 
и содержанию рутина при определении спектрофотометрическим 
и денситометрическим методами
площади доверительного эллипса видно, что 
для таблеток «Аскорутин» характерна мень-
шая вариабельность параметров текстуры и 
цвета по сравнению с «Рутаскорбином».
На рисунке 6 приведены данные компо-
нентного анализа по массе таблетки и со-
держанию рутина, определенного спектро-
фотометрическим и денситометрическим 
способами. Можно видеть, что при спектро-
фотометрическом определении содержания 
рутина большая изменчивость имеет место в 
случае аскорутина, в то время как при денси-
тометрическом определения рутина разница 
в вариабельности данных для аскорутина и 
рутаскорбина значительно меньшая.
В целом же, как можно видеть на рисун-
Текстура + RGB + Спектрофотометрия Текстура + RGB + Денситометрия
Рисунок 7 – Результаты анализа методом главных компонент по массе таблетки, 
цвету и содержанию рутина при определении спектрофотометрическим и 
денситометрическим методами
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ке 7, анализ методом главных компонент при 
включении в анализ всех исследованных па-
раметров позволяет четко различить таблет-
ки различных производителей с одинаковым 
содержанием действующих веществ. Это 
вполне достижимо при использовании по-
казателей (текстуры и цвета), определяемых 
недеструктивным способом.  
Кроме того, по размерам доверительного 
эллипса можно судить и о качестве таблеток: 
меньшая площадь доверительного эллипса 
свидетельствует о меньшей вариабельности 
параметров таблеток, т.е. об их качестве.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанная денситометрическая ме-
тодика может использоваться для стандарти-
зации лекарственных средств, содержащих 
как рутин, так и другие флавоноиды, нарав-
не со спектрофотометрической. Определе-
ние дополнительных показателей качества 
(текстуры поверхности таблеток и их цвета) 
позволяет быстро различать таблетки оди-
накового состава разных производителей и, 
следовательно, выявлять фальсифицирован-
ную продукцию без химического анализа.
SUMMARY
G.N. Buzuk, N.A. Kuzmichova
COLOR AND DENSITY MEASUREMENT 
METHODS OF ANALYSIS 
IN STANDARTIZATION OF TABLETS 
«ASCORUTIN» AND «RUTASCORBIN»
Density measurement method of deter-
mination of  avonoids in rutoside containing 
tablets was developed. Lead acetate as solution 
reagent and of ce scanner and computer with 
image processing program Imagej were used. 
This method can be used for standartization 
of  avonoids containing pharmaceutical com-
position equally with spectrophotometry. De-
termination of additional quality characteristic 
(colour and surface texture of tablets) allows 
to differentiate tablets of the same content but 
different manufacturers and therefore to detect 
falsi ed production without chemical analysis. 
Keywords: color measurement method, 
density measurement method, standartization, 
 avonoids, rutoside.
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